昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, July 2012, 55(7) : 782 -789 ISSN 0454-6296 


TH GLIA SA G REAR Wolbachia 和 
单 感染 Cardinium A E KA m A 


KHE, RIH, WRH” 


(南京 农业 大 学 昆虫 学 系 , 南京 210095 ) 


摘要 : Wolbachia 和 Cardinium 都 是 广泛 存在 于 节肢 动物 体内 的 一 类 母系 遗传 的 共生 细菌 ,可 以 通过 不 同方 式 操 纵 
寄主 的 生殖 行为 。Wolbachia 和 Cardinium 感染 同一 寄主 在 自然 界 比较 常见 , 但 是 在 某 些 可 以 同时 感染 Wolbachia 
和 Cardinium 的 寄主 中 其 单 感染 品系 较 难 发 现 。 本 研究 检测 了 云南 文山 (YN)、 海 南 三 亚 (HN) 这 2 个 不 同 地 理 种 
£P Wolbachia 和 Cardinium 的 感染 情况 ; 以 双 感 染 Wolbachia 和 Cardinium B) EA È KAL Sogatella furcifera 海南 种 群 
为 实验 材料 , 运用 显 微 注射 方法 对 双 感 染 Wolbachia 和 Cardinium WAR 3806 HR LEES AP B] T EHE ERR G 以 获得 
单 感染 品系 。 结 果 表 明 : 白 背 飞 乱 自然 种 群 中 单 感染 Wolbachia 比率 极 低 ,本 实验 用 到 的 海南 种 群 未 检测 到 单 感 
染 Wolbachia 成 虫 ; 通过 显 微 注射 青霉素 C 的 方法 可 以 从 白 背 飞 乱 双 感染 品系 中 筛选 获得 单 感染 品系 , 当 青霉素 
G 注射 浓度 为 0.2% (w/v) , 注射 龄 期 为 5 龄 时 得 到 单 感染 品系 效率 最 高 ; F5 代 的 检测 结果 显示 显 微 注 射 得 到 的 
单 感染 品系 可 以 稳定 遗传 。 本 研究 为 获得 单 感染 品系 白 背 飞 虱 提 供 了 快捷 方法 , 同时 为 其 他 双 感 染 Wolbachia 和 
Cardinium 节 胶 动物 不 同感 染 品系 的 筛选 提供 参考 。 
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Establishment of singly Wolbachia- and singly Cardinium-infected 
whitebacked planthopper ( Sogatella furcifera ) lines by microinjecting 
penicillin G 

ZHANG Xiang-Fei, ZHAO Dong-Xiao, HONG Xiao-Yue' ( Department of Entomology, Nanjing 
Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: Wolbachia and Cardinium are both maternally inherited intracellular bacteria that infect a wide 
range of arthropods and are associated with various reproductive abnormalities in their hosts. Infection 
with both Wolbachia and Cardinium is reasonably common, yet it is relatively difficult to find the 
individuals infected with single symbiont in doubly infected hosts naturally. In this study , Wolbachia and 
Cardinium were detected in two populations of the whitebacked planthopper, Sogatella furcifera 
( Horváth) , collected from Wenshan of Yunnan ( YN) and Sanya of Hainan ( HN). Using the Hainan 
population of doubly infected S. furcifera as the material, we developed a new technique of microinjecting 
different concentrations of penicillin G into nymphs of the planthopper. The results showed that the rate of 
individuals infected with only Wolbachia was very low in natural populations of S. furcifera , and no singly 
Wolbachia-infected individual was found in the Hainan population. We got singly-infected individuals by 
using microinjection of penicillin G in the laboratory. The singly infected lines can be produced most 
efficiently by injecting 0.2% (w/v) penicillin G into the 5th instar nymphs. The result of PCR detection 
of F5 progenies showed that the singly infected lines obtained by microinjection can be inherited. stably. 
These results here will provide a speedy method to get singly infected lines, and this method can be used 
to establish lines with different infection type for other arthropods doubly infected with Wolbachia and 
Cardinium. 
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市 肢 动 物 感 染 母 系 遗 传 的 胞 内 共生 菌 是 很 普遍 
的 ( Douglas, 1989; Werren et al., 1995; Hurst and 
Jiggins, 2000; Russell et al., 2003; Duron et al., 
2008), ix 9e JE /E p "B pg E 29) 1 8] 
Wolbachia。 最 近 的 人 研究 发 现 约 有 66% 的 节 胶 动物 
感染 Y Wolbachia ( Hilgenboecker et al., 2008), 
Wolbachia 通过 对 寄主 进行 生殖 调控 而 为 感染 的 雌 
虫 提 供 生 殖 优势 ,以 有 利于 其 在 寄主 种 群 中 的 维持 
和 扩散 (Hoffmann and Turelli, 1997) 。 Cardinium 是 
继 Wolbachia 之 后 第 2 个 被 发 现 能 调控 寄主 生殖 行 
HHJH W (Hunter et al., 2003) 。 近 年 来 已 经 发 现 
Cardinium 能 够 引起 肉 性 化 、 诱导 孤 肉 和 生殖、 诱导 胞 
质 不 亲 和 、 影 啊 寄 主 适 合 度 以 及 改变 寄主 的 产 卵 行 
为 (Zchori-Fein et al., 2001; Weeks and Breeuwer, 
2001; Hunter et al., 2003; Weeks and Stouthamer, 
2004) , 

Wolbachia 和 Cardinium 感染 同一 寄主 的 现象 是 
很 普遍 的 (Weeks et al., 2003; Gotoh et al., 2007; 
Duron et al.，2008 )。 尽 管 Wolbachia $4 Cardinium 
都 具有 对 寄主 进行 生殖 调控 的 功能 , 但 是 目前 对 
Wolbachia 和 Cardinium 在 同一 寄主 内 分 别 对 寄主 生 
殖 的 影 响 ,以 及 彼此 之 间 的 相互 作用 的 研究 还 很 
少 。 主 要 因为 Wolbachia 和 Cardinium 都 是 革 兰 氏 
阴性 菌 ， 从 双 感 染 品系 中 往 选 出 单 感染 品系 的 难度 
很 大 。White 等 (2009 ) 通过 低 浓 度 抗 生 素 处 理 , 成 
功 从 恩 蚜 小 蜂 Encarsia inaron ( Walker) 双 感 染 品 系 
中 节选 到 单 感 染 Wolbachia 和 单 感染 Cardinium 品 
R, 并 发 现 Wolbachia 能 够 诱导 CI, 而 Cardinium 不 
能 诱导 CI。 这 种 利用 抗生素 喂食 租 选 单 感染 品系 
的 方法 花费 时 间 长 , 并 且 有 实验 证 实 长 时 间 喂 食 抗 
生 素 会 对 寄主 产生 负面 的 生理 影响 ( 刘 莉 等 ， 
2008). BS SES AS HI m AIESPT ERA G 的 
DEIR RE m. WORRZFIECKOKG OE Y E 
时 间 , 避免 了 长 期 喂食 抗生素 对 昆虫 生理 产生 的 
影 啊 。 

HE KA Sogatella furcifera ( Horváth) , Jg 2E $8 
H KAFI, 是 目前 我 国 水 稻 上 主要 的 迁 飞 害虫 之 
一 ， 国 外 分 布 于 日 本 、 戎 鲜 、 东 南亚 、 太 平 洋 岛屿 
及 澳大利亚 北部 ; 国内 除 新 疆 外 , 各 稻 区 均 有 发 
生 。20 世纪 90 年 代 以 来 其 发 生 面积 和 为 害 损失 已 
超过 神 飞 各 Nilaparvata lugens, 成 为 水 稻 生 产 威胁 
最 大 的 害虫 ( 洪 晓 月 等 , 2007) 。 

在 本 实验 室 早 先 的 研究 中 发 现 ，olbacjpia 和 
Cardinium 共同 感染 现象 在 中 国 日 背 飞 乱 中 很 普遍 ， 


但 单 感染 Wolbachia A F KA ERRIRE 2B TE E 6 
种 群 中 未 检测 到 单 感染 Wolbachia B A T$ 3 (XX 
据 未 发 表 )。 目 前 国际 上 尚未 有 单 感染 Wolbachia 
和 单 感染 Cardinium X) H F K AUE W S o R o 
ZKBISELAETH. xz Bocili CYN) | 海南 三 亚 (HN) 
种 群 为 实验 材料 ,检测 了 这 2 个 不 同 地 理 种 群 中 
Wolbachia 和 Cardinium 的 感染 情况 。 人 研究 发 现 双 感 
yu Wolbachia 和 Cardinium HJ EA F &3 E B 2A P EE 
中 比率 最 高 ， 而 单 感染 Wolbachia 在 各 个 种 群 的 感 
染 率 非 常 低 ， 在 海南 种 群 中 未 检测 到 单 感染 
Wolbachia WAA KEARE. AX AA H EAE 
的 方法 对 不 同龄 期 白 背 飞 乱 知 虫 分 别 注射 一 定 浓度 
的 青霉素 C UMARE mAAR KA 


1 材料 与 方法 


1.1 BtiX FE H 

KRHA CGU 2011 年 6 月 采 目 云南 
Xl (22. 57? N 104. 47? E. ) 和 海南 三 亚 (18. 25°N 
109.54°E) 水 稳 田 中 。 在 田间 采集 时 , — 2S LH 
(2 个 种 群 均 收 集 70 头 以 上 ) 将 其 浸泡 于 10096 Z 
醇 中 ,随后 带 回 实验 室 于 -20Y 保存 用 于 田间 感染 
率 的 检测 ; 一 部 分 活 虫 ( 奋 虫 和 成 虫 ) 市 回 实 验 室 用 
籼稻 感 虫 品系 汕 优 5 号 (种 子 购 自 南京 农业 大 学 神 
州 种 业 ) 稻 雷 在 烧杯 中 分 开 饲 养 , 饲养 条 件 为 温度 
27 x 1?C, ， 相 对 湿度 6096-8090, 光 周 期 16L:8D。 
在 体 视 镜 下 挑选 体 表 无 明显 寄生 物 的 白 背 飞 息 成 虫 
用 于 感染 率 检 测 。 
1.2 AE Ems DNA 的 提取 

FH m DNA 提取 的 方法 参照 0” Neill 等 
(1992) 的 方法 。 每 头 成 虫 作 为 一 个 独立 样本 , ICA 
装 有 40 uL STE 缓冲 液 (100 mmol/L NaCl, 10 
mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH8.0) 的 1. 5 
mL 离心 管 中 , 用 研磨 棒 研 磨 均匀 。 加 入 2.5 uL 4 
HES K(10 mg /mL) , 4 000 r/min 离心 1 min, 37*C 
WEE Ih, 然后 95%C 变性 5 min, 4 000 r/min 离心 
1 min， 随 后 置 于 -20Y 保存 或 取 2 pL 直接 做 模板 
进行 PCR 扩 增 。 
1.3 PCR 扩 增 

Wolbachia 的 检测 使 用 一 对 特异 性 引物 扩 增 wsp 
AED], 扩 增 出 一 段 长 度 为 599 bp 的 片段 (Zhou et 
al.，1998 )。 上 下 游 引 物 分 别 为 wsp-81F (5'"- 
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3') 和 wsp-691R 
(5'-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3') 。 对 于 Cardinium 
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的 检测 , 使 用 一 对 特异 性 引物 扩 增 出 一 段 450 bp Æ 
右 的 16S rDNA 基因 的 部 分 片段 (Weeks et al., 
2003 ) 。 上 下 游 引物 分 别 为 CLOF (5’-GCGGTGAAA 
ATGAGCGTG-3') fli CLOr1 (5'-ACCTMTTCTTAACT 
CAAGCCT-3^), 

PCR 反应 体系 总 体积 为 25 uL 的 扩 增 反应 体系 
由 以 下 成 分 组 成 : 2 pL DNA 模板 , 14.3 uL KA 
水 , 2.5 uL 10 x buffer, 2. 5 uL MgCl, (25 mmol/ 
L), 2.5 uL dNTPs(2. 5 mmol/L), 0.2 uL Taq DNA 
聚合 酶 (5 U/uL, 大连 TaKaRa 公司 ) 上游 和 下 游 
引物 各 0.5 pL(10 jmol/L each), wsp 基因 PCR 反 
应 条 件 为 : 95C 预 变性 3 min; 95%C 30 s, 55 uL 45 
s, 72C 1 min $ 35 个 循环 ; 最 后 一 次 循环 后 下 
72C 延伸 $ min, Cardinium 16S rDNA 基因 的 PCR 
反应 条 件 为 : 94% 预 变 性 2 min; 94% 30 s, 57%C 30 
s, 72%C 30 s H I 35 个 循环 ; 最 后 一 次 循环 后 下 
72 人 延伸 5 min。 扩 增产 物 的 电泳 检测 : 取 PCR 反 
应 产物 10 uL, 在 1.5% (g/mL) KIPRIK PE SER E 
110 V 电压 电泳 检测 , 在 Gel Doc EQ IBEX f 38 26 
(Bio-Rad, Hercules, CA) 下 观察 并 记录 结果 。 阳 性 
对 照 为 已 检测 过 的 确定 为 Wolbachia wsp 和 
Cardinium 16S rDNA 基因 片段 的 PCR 回收 产物 ， 阴 
性 对 照 为 超 纯 水 。 
1. 4 Ee cm 100% XX E& 3i Wolbachia 和 
Cardinium 以 及 不 感染 品系 的 筛选 

在 一 次 性 透明 塑料 杯 ( 直径 60 mm, 标高 110 
mm) 中 种 上 约 15 AKERAT, 待 稳 苗 长 至 杯 口 时 ， 
PERI EAE B ELE KA B PARERE HP BED LE ROME HE JN. 
虫 各 工头 , 接 入 杯 中 , 让 其 交配 产 卵 。 一 周 后 , 将 
WE HE, i DNA, PCR 检测 Wolbachia 和 
Cardinium 的 感染 情况 。 待 卵 全 部 孵化 为 生 虫 ,， 继 
续 饲 养 双亲 均 为 双 感 染 的 个 体 获得 双 感 染 品 系 ， 继 
续 饲 养 双亲 均 为 不 感染 的 个 体 获 得 不 感染 品系 。 得 
FI 代 长 至 成 虫 时 重复 上 述 步骤 4 ~5 代 后 , 从 中 随 
机 挑 取 30 头 日 背 飞 乱 奉 虫 进行 PCR 检测 , AN 
双 感 染 Wolbachia-Cardinium , W) 3: 44 100% 感染 
Wolbachia 和 Cardinium WAE KAHAR; HDR 
Zw Wolbachia 和 Cardinium， 则 获得 100% 不 感染 的 
HE CU. 
1.5 显 微 注射 

将 符 注 射 的 不 同龄 期 日 背 飞 起 看 虫 分 别 置 于 不 
同 的 离心 管 (2 mL) 中, 并 将 离心 管 置 于 冰 上 约 3 ~ 
5 min, 待 硅 忠 处 于 暂时 性 昏迷 状态 , 将 其 放 在 注射 
平台 上 开始 注射 。 注 射 位 置 为 日 背 飞 息 看 虫 胸 腹 之 


[8] TEES Ab 

显 微 注 射 仪 : Eppendorf Inject Man NI 12; 拉 针 
仪 : Sutter P97; ÆR: FemtoJet 5247 。 

拉 针 参数 : Heat627, Pull 0, Vel 30, Time 250, 

TEES AREE ES ZR H KAA E 
中 单独 饲养 , 雄 虫 羽化 后 即 可 提取 DNA 进行 PCR 
检测 ,上 肉 虫 羽化 后 则 将 其 转移 到 一 次 性 透明 塑料 杯 
中 与 不 感染 的 雄 虫 交配 , 产生 后 代 以 建立 注射 品 
系 , 一 周 后 取出 崔 虫 用 于 PCR 检测 确定 其 感染 
情况 。 
1.6 感染 品系 的 遗传 稳定 性 检测 

将 注射 后 羽化 的 崔 虫 与 未 交配 的 不 感染 
Wolbachia 和 Cardinium 的 雄 虫 接 入 一 次 性 透明 塑料 
杯 中 , 让 其 交配 产 卵 , 检测 肉 忠 的 感染 情况 确定 其 
感染 品系 。 杂 交 试 验 持续 5 代 后 , 将 若虫 挑 出 , 提 
Ht DNA, PCR 检测 Wolbachia 和 Cardinium 的 感染 
情况 。 将 检测 结果 与 FO 代 感 染 情况 比较 , 研究 注 
射 后 的 不 同感 染 品系 能 否 在 种 群 中 稳定 地 保存 
下 来 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

将 得 到 的 羽化 率 及 羽化 后 的 不 同感 染 类 型 的 比 
率 数 据 经 过 整理 和 统计 后 , 将 具体 数据 输入 SPSS 
软件 。 用 ANOVA 比较 不 同 浓度 青霉素 6 注射 同一 
龄 期 日 背 飞 乱 看 虫 , 相同 浓度 青霉素 C 注射 不 同龄 
期 日 背 飞 各 看 虫 后 其 羽化 率 及 感染 类 型 比率 的 差 
T, 均值 的 多 重 比较 用 Tukey 氏 检 验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 地 理 种 群 白 育 飞 虱 上 Wolbachia 和 
Cardinium 的 感染 率 

云南 种 群 检测 了 79 LAA KAE Wolbachia 和 
Cardinium 的 感染 率 ( 不 感染 ; 12. 66% ; 单 感 染 
Cardinium ; 22.78% ; 单 感染 Wolbachia: 2.5396 ; XX. 
感染 : 62.03% ) ,海南 种 群 检测 了 173 KAF KAE 
Wolbachia 和 Cardinium 的 感染 率 ( 不 感染 : 11.56% ; 
单 感染 Cardinium: 20. 81%; 单 感染 Wolbachia: 
096 ; 双 感 染 : 67.6390) 。 根 据 PCR 检测 的 结果 发 
现 , 采 自 云南 文山 与 海南 三 亚 的 白 背 飞 乱 种 群 其 双 
感染 Wolbachia 和 Cardinium 的 比率 较 高 , 单 感染 
Cardinium 所 占 的 比率 次 之 。2 个 种 群 在 双 感 染 感 
染 率 及 单 感染 Cardinium 感染 率 之 间 均 未 表现 出 较 
大 的 差异 。 单 感染 Wolbachia 的 比例 非常 低 , 甚至 
在 海南 种 群 中 未 检测 到 单 感染 Wolbachia WAF K 
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TURE o 后 羽化 率 比 较 见 表 1。 统 计 分析 显 示 随 着 右 虫 龄 期 
2.2 注射 不 同 浓度 青霉素 G 后 白 背 飞 乔 者 虫 羽 化 ”的 增加 注射 相同 浓度 青霉素 G 时 其 羽化 率 显著 提 
率 比 较 高 (P<0.01); 注射 同一 龄 期 白 背 大 虫 时 随 着 注射 


海南 种 群 双 感染 Wolbachia 和 Cardinium 品系 AER G 浓度 的 增加 其 羽化 率 显 闭 下 降 (P < 
的 日 背 飞 虱 不 同龄 期 大 虫 注射 了 不 同 浓度 青 答 厅 G 0.01), 


R1 注射 不 同 浓度 青霉素 G 后 白 背 飞 虱 的 羽化 率 


Table 1 The emergence rate of Sogatella furcifera after microinjecting different concentrations of penicillin G 


Fr RAFEH PEA G 浓度 (% , w/v) 注射 若虫 数 羽化 数 羽化 率 (% ) 
Nymphal instar Concentration of penicillin C Number of injected nymphs Emergence number Emergence rate 
1 龄 1st instar 0.1 28.00 +1.20 10. 00 +1.53 35.36 +3.29 a 

0.15 25.33 +2.85 8.00 €x 1.53 31.64 +5.54 a 

0.2 27.33 +2.33 8.67 +0. 88 31.75 +2.32 a 

0.25 23.33 +0. 88 6.00 +0.58 25.72 x2.39 b 

0.3 32.67 x 1.45 11.33 x 1.20 28.37 +5.75 b 

O( CK) 20.00 +2.50 14.00 +1.80 70.00 x1.92 c 

2 jli$ 2nd instar 0.1 31.33 +3.48 14.33 +1.76 45.61 x0.85 a 
0.15 24.00 +1.00 11.33 +1.33 47.88 +7.88 a 

0.2 28.67 +1.86 12.67 +0. 88 44.16 +0.53 a 

0.25 22.67 +1.45 9.33 +0.67 41.16 x1.16 b 

0.3 16.67 x2.40 12.33 +1.76 42.44 +3.49 b 

O( CK) 30. 00 x 4. 33 22.20 +3.17 74.07 +0.93 c 

3 龄 3rd instar 0.1 26.00 x 2.65 14. 00 +2. 08 53.35 x2.42a 
0.15 27.33 x 1.45 13. 67 x 0.33 50.17 x1.73 a 

0.2 28.67 +1.86 14. 67 +0. 88 51.24 x1.48 a 

0. 25 30. 00 +2.89 15.33 +1.45 51.14 x0.59 a 

0.3 24.67 x 2.03 12.00 +1.15 48.54 +0.74 b 

0.35 29.33 +1.86 14.00 +0.58 47.91 x2.00 b 

0.4 30. 00 € 1.53 14.67 +1.67 49.30 +6.70 b 

0(CK) 21.67 +2.17 16.90 +1.99 77.78 £2.22 c 

4 龄 4th instar 0.2 28.00 +1.53 15.33 x 1.20 54.65 +2.02 a 
0.25 27.33 +1.45 14.00 +1.15 51.06 x1.59 a 

0.3 30. 67 +1.76 16.00 +2. 08 51.80 +4.78 a 

0.35 29.33 +2.33 15.33 +1.20 52.38 + 2.37 a 

0.4 28.00 +1.80 14.33 +0.67 51.69 +4.81 a 

0.45 32.67 +1.20 16.00 +1,53 48.77 +2.80 b 

0.5 24.67 +1.45 12.00 +1.15 48.44 +1.86 b 

0(CK) 27.20 +1.60 21.33 +1.41 78.51 +3.29 c 

5 WS 5th instar 0.2 28.00 +1.73 16.67 +1.76 59.22 +2.67 a 
0.25 28. 00 +2.08 14.67 +1.20 52.43 x2.08 a 

0.3 31.33 +2.60 18.00 x 1.00 58.25 +6.07 a 

0.35 34. 00 +3.61 17.67 +1.76 52.02 +0.57 a 

0.4 31.00 +2.08 14.67 +1.76 47.14 x3.60 b 

0. 45 30. 00 x .61 14.00 x 1.00 47.37 +3.77 b 

0.5 30. 67 +3.18 15.00 +1.73 48.80 +0.61 b 

O( CK) 24.00 +1.59 21.60 +2.08 89.66 +3.18 c 














CK: 灭 菌 水 Sterile water， 表 中 数据 为 3 KER BRDEESHIEE e bs; 不 同 的 字母 代表 同一 龄 期 内 不 同 浓度 之 间 存 在 显著 差异 (P «0.05; Tukey 
[& HSD 检验 ) 。Values are mean + SE of three replications. Different letters indicate significant difference between different concentrations of penicillin G 


at the same instar of S. furcifera nymph at P «0.05 ( Tukey’ s HSD test). 
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2.3 注射 不 同 浓度 青 雪 素 GRAAE UaUESESX 
情况 
GARAE KEUR m RARESA FY 
ERER G 羽化 后 的 感染 情况 见 图 1。 对 白 背 飞 恒 
右 虫 注射 不 同 浓度 的 青霉素 G 后 , 可 以 得 到 单 感染 
Wolbachia、 单 感染 Cardinium 及 不 感染 品系 。 部 分 
右 虫 在 注射 青霉素 G 后 检测 结果 显示 仍然 为 双 感 
染 , 说 明 青 霉 素 G 未 将 其 体内 的 共生 菌 彻底 清除 。 
图 1(A) 显示 在 青霉素 G 浓度 一 致 的 情况 下 ， 随 着 
知 虫 龄 期 的 增加 双 感 染 比率 显著 升 高 ( 忆 <0.01 ) ， 


A 80 
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说 明 随 着 符 虫 龄 期 的 增加 相同 浓度 的 青霉素 G 去 
除 其 体内 共生 菌 的 效率 下 降 ; 图 1(D) 显 示 同 一 龄 
期 的 耕 虫 随 着 青霉素 C 注射 浓度 的 增加 不 感染 品 
系 的 比率 显著 提高 (P<0.01), DLBTEGE TERR C 
注射 浓度 的 提高 其 去 除 相 同龄 期 的 白 背 飞 乔 者 虫 体 
内 共生 菌 的 效率 提高 。 对 得 到 的 单 感染 Wolbachia 
和 单 感染 Cardinium 品系 数据 分 析 发 现 : 用 浓度 为 
0.2% (w/v) 的 青霉素 G 注射 5 龄 右 虫 时 得 到 的 单 
感染 Cardinium 及 单 感染 Wolbachia 比率 均 为 最 高 
(图 1: B; 图 1: C). 
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图 1 注射 不 同 浓度 青霉素 CAR KAÉ Wolbachia 和 Cardinium 感染 情况 


Fig. 1 


The infection status of Wolbachia and Cardinium in Sogatella furcifera after microinjecting 


different concentrations of penicillin G 


2.4 ”注射 不 同 浓度 青霉素 G 后 不 同感 染 品 系 白 背 
KA FS 代 感 染 情况 

检测 F5 代 的 感染 情况 ( 表 2) ,发 现 不 同 的 感 
染 品 系 在 F5 代 均 有 部 分 恢复 为 双 感 染 Wolbachia 和 
Cardinium 品系 的 现象 , 但 是 大 部 分 F5 代 保持 了 与 


FO 代 相 同 的 感染 类 型 。 检 测 结 采 说 明 通 过 显 微 注 
WEER G 的 方法 所 得 到 的 不 同感 染 品 系 可 以 在 
种 群 中 稳定 地 遗传 下 来 。 数 据 统 计 分 析 结 有 果 显 示 各 
感染 品系 在 遗传 稳定 性 上 无 显著 差异 (P >0.05)。 
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42 不 同感 染 品 系 白 背 飞 虱 FS 代 感 染 情况 


Table2 The infection status of Wolbachia and Cardinium in F5 generation of Sogatella furcifera 


after microinjecting penicillin G 


感染 类 型 
FO? 
Infection type 
不 感染 品系 W-C- 71.00 +8.62 
单 感染 Wolbachia i z& W* C^ 35.67 +3.48 
单 感染 Cardinium li z& W- C* 25.67 x1.20 


感染 率 (% ) 
F5” 
Infection rate 
58.33 +5.84 82.58 +2.12 a 
27.00 +2.65 75.71 +0.73 a 
21.00 +0.59 82.02 +2.77 a 


注射 后 羽化 的 崔 虫 数量 Number of emerged females after injection; "FS 代 感 染 类 型 与 FO 代 相 同 的 单 肉 系数 量 Number of isofemale lines of F5 
generation with the same infection type as FO generation. 表 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 土 标准 误 ; 同一 列 数 据 后 相同 字母 表示 没有 显著 差异 (P> 


0.05, Tukey [& HSD 检验 )。Values are mean + SE of three replications. The same letter following data in the same column means no significant 


difference (P 20.05, Tukey’ s HSD test). 


3 讨论 


XTA [8] HER RPE ELS CHUA P Wolbachia 和 
Cardinium 的 感染 情况 分 别 进行 检测 ,结果 显示 单 
感染 Wolbachia 的 比率 非常 低 , 甚至 在 2011 年 采集 
的 海南 种 群 中 未 检测 到 单 感染 Wolbachia WAF K 
TURE, 因此 在 实验 室 条 件 下 很 难 租 选 到 单 感染 
Wolbachia 的 品系 。 有 研究 发 现 抗 生 素 可 以 明显 抑 
制 稻 飞 乔 体 内 类 酵母 共生 菌 的 数量 (Chen et al., 
1981b; Raguraman and Jayarai, 1983; 徐 红 星 等 ， 
2000) , Gotoh 等 (2007 ) 第 上 次 使 用 青霉素 C 以 及 
AARE MI Tetranychus pueraricola IUR: ih A 
中 成 功 第 选 到 单独 感染 Wolbachia 和 单独 感染 
Cardinium 品系 。 但 此 方法 消耗 时 间 长 , 而 且 长 时 
间 的 抗生素 喂食 对 昆虫 市 来 的 不 利 影 响 很 难 排除 。 
刘 莉 等 (2008 ) 研究 发 现 用 抗生素 IR A E E 
ZR ) 处 理 的 食物 饲 喂 贡 嘎 蝙 蛾 Hepjalus gonggaensis 4 
龄 幼虫 工 个 月 后 , 肠 道 主要 消化 酶 的 种 类 和 酶 活性 
都 发 生 了 显著 变化 。 这 可 能 是 长 期 使 用 抗生素 导致 
肠 道 菌 群 认 乱 , 消 化 生理 发 生 改 变 , 从 而 导致 一 些 消 
化 酶 活性 下 降 甚至 完全 失去 活性 。 利 用 显 微 注射 青 
TR G 的 方法 短 选 不 同感 染 品 系 消耗 时 间 短 , 一 次 
性 注射 的 方式 也 降低 了 抗生素 对 昆虫 的 生理 所 市 来 
的 消极 有 影响 的 可 能 性 。 

本 研究 运用 显 微 注 射 青 霉 素 C 的 方法 对 双 感 
yt Wolbachia 和 Cardinium 的 白 背 飞 乱 若虫 注射 不 
同 浓度 的 青霉素 G 并 检测 了 羽化 后 的 感染 情况 , 结 
条 显 示 利 用 显 微 注 射 青霉素 G 的 手段 可 以 很 快速 
得 到 日 背 飞 乱 各 种 不 同感 染 品 系 。 在 将 租 选 到 的 各 
个 不 同感 染 品 系 单独 饲养 5 代 后 将 F5 代 的 感染 情 





况 与 FO 代 对 比 , 检测 发 现 有 少 部 分 的 感染 情况 发 
生变 化 , 恢复 成 为 双 感 染 的 品系 , 这 可 能 是 因为 亲 
Zi p QU EE EHE HE PLATA AMI TH ER Hd EHE A 
IR, IEF PCR 可 以 检测 的 范围 , 在 无 抗生素 条 件 下 
饲养 一 段 时 间 后 昆虫 体 内 的 共生 天 又 会 恢复 。 但 是 
大 部 分 的 耕 虫 其 注射 后 的 FO 代 与 F5 代 在 感染 情况 
上 是 一 致 的 , 说 明 注 射 后 的 不 同 品系 可 以 在 种 群 中 
稳定 地 遗传 。 这 证 实 了 显 微 注射 抗生素 是 一 种 有 效 
的 筛选 不 同感 染 品 系 的 方法 。 

研究 发 现在 日 背 飞 乔 的 各 个 龄 期 中 随 着 青霉素 
C 浓 度 的 增加 在 虫 的 羽化 率 均 显著 下 降 (P < 
0.01); 随 着 硬 虫 龄 期 的 增加 注射 相同 浓度 青霉素 
G 时 其 羽化 率 显 著 提 高 。Noda 等 (2001 ) 在 用 抗 生 
UR EK Kil Laodelphax striatellus fii 3X MRY: diy A 
时 发 现 : 当 喂 食 的 抗生素 浓度 低 于 0.1% 时 灰 飞 恒 
可 以 正常 羽化 , 但 是 当 喂 食 的 抗生素 浓度 升 高 时 灰 
飞 必 成忠 的 羽化 时 间 会 出 现 推 运 ， 当 浓度 达到 
0.25% 时 这 种 羽化 推迟 的 现象 非常 显著 。 这 说 明 抗 
生 素 超过 一 定 浓度 时 对 昆虫 的 羽化 有 人 负面 影响 , 并 
且 这 种 负 作 用 会 随 着 浓度 的 升 高 而 加 重 。 所 以 会 出 
现 相同 龄 期 右 虫 随 着 抗生素 注射 浓度 的 增加 其 羽化 
率 降低 的 现象 。 绪 有 果 中 发 现 的 日 背 飞 起 右 虫 龄 期 增 
加 而 注射 相同 浓度 青霉素 G 时 去 除 奋 虫 体内 共生 
菌 的 效率 显著 下 降 (P <0.01) 的 现象 可 能 是 因为 随 
着 龄 期 的 增长 白 背 飞 虱 体内 的 Wolbachia 和 
Cardinium 的 霄 量 增加 而 导致 的 ,目前 已 有 相关 人 研 
完 证 明 稻 飞 乱 体内 类 酵母 共生 瑚 的 数量 随 寄主 虫 龄 
的 增 大 而 增加 (Chen er al., 1981a) 。 本 研究 发 现 相 
同龄 期 的 白 痛 飞 虱 奢 忠 随 着 注射 青 答 素 6 浓度 的 
提高 去 除 寄主 体内 共生 菌 的 效率 显著 增加 (P < 
0.01) 。 这 个 结果 可 以 解释 为 : 相同 龄 期 的 奋 虫 体 
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IRIS SERIEA, 增加 了 抗生素 的 浓度 则 去 除 


2007 ^E MEE SEE UE Y YLAERILTPREAKRD UE 
里 的 田间 感染 情况 , 检测 的 40 头 成 虫 中 单 感染 
Cardinium 的 有 6 头 其 余 均 为 双 感 染 Wolbachia 和 
Cardinium ; 2004 4E3- Bj i V8 P8 B5) A gb T ds vk fr 
选 到 单 感染 Cardinium 的 品系 ; 2009 年 陈 小 琳 等 在 
我 国 朱 人 砂 叶 螨 江 办 镇 江 目 然 种 群 没 检测 到 单 感染 
Wolbachia 的 叶 螨 (本 实验 室 研 究 ， 未 发 表 ) 。 这 些 
感染 率 的 检测 结果 表明 在 某 些 双 感 染 昆 忠 中 其 单 感 
U RRR, 这 对 研究 Wolbachia 和 Cardinium 
分 别 以 及 共同 对 生殖 的 影响 及 两 种 共生 菌 之 间 的 关 
系 带 来 了 难度 。 有 研究 证 实 双 感染 品系 与 单 感染 品 
系 对 往 主 的 生殖 调控 存在 差异 : Ros 和 Breeuwer 
(2009) 研究 发 现 , TESTS Bryobia sarothamni Vn, 单 
感染 Cardinium 的 雄 虫 能 够 诱导 CI， 双 重 感 染 
Cardinium 和 Wolbachia 以 及 单独 感染 Wolbachia 的 
雄 虫 不 能 诱导 CI, 且 双 感染 和 单 感染 Wolbachia 的 
雌 螨 不 能 拯救 单独 感染 Cardinium 的 雄 虫 所 诱导 的 
CI; 所 用 的 4 个 感染 品系 ( 双 感 染 、 单 感染 


Cardinium、 单 感染 Wolbachia、 不 感染 ) 不 是 通过 对 
双重 感染 品系 处 理 短 选 获得 ， 而 是 从 不 同 的 地 理 种 


群 第 选 获得 。 因 而 该 研究 并 不 能 科学 阐述 这 两 种 菌 
DM Cardinium 和 Wolbachia 都 可 以 对 和 宿主 的 

合 度 进行 调控 , 单 感染 品系 与 双 感 染 品系 在 对 和 窒 
VM. 
研究 还 未 开展 ， 原 因 是 在 很 多 可 以 双 感 染 
Cardinium 和 Wolbachia 的 昆虫 中 其 单 感染 品系 很 难 
稀 选 。 因 此 ,上 焉 需 寻 找 可 以 从 双 感 染 品系 中 获得 单 
感染 品系 的 方法 , 并 且 这 种 方法 要 相对 快速 、 有 
效 。 本 实验 证 实 可 以 通过 注射 青霉素 G 从 双 感 染 
品系 中 快速 获得 其 他 所 有 感染 品系 。 这 种 方法 减少 
了 长 期 咀 食 抗生素 对 昆虫 HE Wa], t. A CAR Ad fi 
选 的 时 间 , 提高 了 实验 效率 。 这 种 快速 有 效 获 得 不 
同感 染 品系 的 手段 可 以 推广 应 用 到 所 有 的 双 感 染 
Wolbachia 和 Cardinium 节肢 动物 的 不 同感 染 品 系 的 
旬 选 工作 中 。 注 射 所 得 到 的 单 感染 Wolbachia 和 单 
感染 Cardinium 品系 对 于 人 研究 Wolbachia 和 
Cardinium 分 别 以 及 共同 对 寄主 的 影响 非常 有 帮助 ， 
DnE B FIRE Wolbachia 和 Cardinium 是 否 存 在 竞 
争 或 协同 互利 关系 。 
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